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Abstract of EP1 142566 

Topical ophthalmological formulations (I) comprise aqueous solutions containing a 
cyclosporin (a), hyaluronic acid or its salt (b) and polysorbate 80 (c). An Independent 
claim is included for the use of (a) in combination with (b) and (c) for the preparation off 
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Description 

[0001] Cette invention concerne une formulation ophtalmique topique comprenant une ciclosporine. 
[0002] Les ciclosporines represented une classe d'oligopeptides cycliques non-polaires ayant de nombreuses pro- 
5 prietes pharmacologiques. 

[0003] Elles sont notamment connues pour leurs activites immunosuppressive et anti-inflammatoire et ont egalement 
ete decrites comme efficaces pour augmenter ou retablir la secretion des larmes par la glande lacrymale chez des 
patients souffrant de kerato-conjonctivite seche a mediation immune. 

[0004] Les ciclosporines d'origine nature! le, comprenant majoritairement la ciclosporine A et minoritairement les 
10 ciclosporines B a I, peuvent etre obtenues a partir du champignon Trichoderma polysporum. 

[0005] Les ciclosporines, ainsi qu'un grand nombre de leurs analogues et isomeres, ont egalement pu etre obtenus 
par synthese. 

[0006] Parmi les ciclosporines, la plus largement etudiee et utilisee dans le domaine pharmaceutique est la ciclos- 
porine A. 

15 [0007] L'activite d'une ciclosporine, et notamment de la ciclosporine A, pour augmenter ou retablir la secretion des 
larmes par la glande lacrymale, pourrait etre amelioree en ameliorant I'absorption de la ciclosporine dans la glande 
lacrymale. 

[0008] En raison de la tres faible solubilite des ciclosporines dans I'eau (20-30 u.g/ml pour la ciclosporine A), il a ete 
tres difficile de preparer une composition ophtalmique contenant une ciclosporine dissoute dans un milieu aqueux. 
20 [0009] C'est pourquoi, les ciclosporines, connues comme etant lipophiles, ont principalement ete utilisees dans des 
formulations a base d'huile. 

[0010] US-A-4.839.342 decrit une composition ophtalmique topique contenant une ciclosporine, en particulier la 
ciclosporine A, et un excipient, pour augmenter la production de larmes chez des patients souffrant d'un manque de 
larmes dans les yeux en raison d'un dysfonctionnement des glandes lacrymales. Les excipients decrits specifiquement 

25 sont Thuile d'olive, I'huile d'arachide, I'huile de ricin, I'huile de ricin polyoxyethylenee, les huiles minerales.. les vaselines, 
le dimethylsulfoxyde. un alcool, les liposomes, les huiles de silicone ou les melanges de ceux-ci. 
[001 1] FR-A-2 .638.089 decrit une composition ophtalmique topique contenant une ciclosporine comme substance 
active, et en tant que vehicule, une huile vegetale comme I'huile d'olive, I'huile d'arachide, I'huile de ricin, I'huile de 
sesame et I'huile de mai's, et une vaseline, pour traiter les maladies et conditions immunologiques ou inflammatoires 

30 affectant I'oeil, et notamment la kerato-conjonctivite seche KCS ou les yeux sees. 

[0012] Toutefots, les formulations ophtalmiques topiques a base d'huile presentent des desavantages comme une 
sensation desagreable dans les yeux ou conduisent a une vision trouble. De plus, les huiles peuvent renforcer les 
symptomes des yeux sees. 

[001 3] En outre les formulations ophtalmiques topiques a base d'huile contenant une ciclosporine sont physiquement 
35 jnstables en raison du fait que les ciclosporines ont tendance a subir des changements de conformation et a precipiter. 
[0014] De plus, ces formulations presentent une faible biodisponibilite et une tolerabilite oculaire peu elevee se 
manifestant par une irritation des yeux. 

[0015] Dans le but de minimiser certains desavantages ci-dessus comme I'inconfort d'utilisation, et d'ameliorer la 
biodisponibilite et la tolerabilite de la formulation, il a ete propose dans WO 95/31211 de diminuer la quantite d'huile 
40 et de disperser la phase huileuse dans de I'eau pour former une emulsion, ce qui a conduit a une formulation ophtal- 
mique topique sous la forme d'une emulsion a base d'eau et d'huile comprenant une ciclosporine en melange avec un 
triglyceride contenant des acides gras a tongue chaTne comme de I'huile de ricin et du polysorbate 80. Cette formulation 
contient en outre un emulsionnant, par exemple du Pemulen®. 

[0016] Dans le but de supprimer les problemes de precipitation de la ciclosporine tout en ameliorant la biodisponibilite 
45 et la tolerabilite de la formulation, il a ete propose dans US-A-5.951 .971 une formulation ophtalmique topique aqueuse, 
exempte d'huile, comprenant une ciclosporine a une concentration de 0,01 a 0,075% p/v, de I'eau, et un tensioactif 
dans une quantite de 0,1 a 3 % p/v destine a ameliorer la solubilite de la ciclosporine dans I'eau choisi parmi des esters 
d'acides gras polyoxyethylenes, des alkytphenylethers polyoxyethylenes, des alkylethers polyoxyethylenes et des me- 
langes de ceux-ci. Selon US-A-5.951 .971 , le polysorbate 80, egalement denomme Tween 80, ne s'est pas revele 
50 approprie comme tensioactif en raison du fait qu'il ne possede pas une activite suffisante pour solubiliser une ciclos- 
porine dans I'eau aux concentrations desirees. 

[0017] Le but de la presente invention est de supprimer les desavantages ci-dessus, notamment les problemes de 
stabilite physique : et surtout d'ameliorer la biodisponibilite de la formulation dans la conjonctive, la comee et la glande 
lacrymale, et la tolerabilite oculaire de la formulation, en fournissant une formulation ophtalmique topique a base d'eau 
55 contenant une ciclosporine. 

[0018] Ce but a ete atteint apres que les inventeurs aient trouve que la presence d'acide hyaluronique et de poly- 
sorbate 80 dans une formulation ophtalmique aqueuse contenant de la ciclosporine permettait, de maniere surpre- 
nante, de solubiliser la ciclosporine tout en ameliorant la biodisponibilite de la f ormulation dans la conjonctive , la cornee 
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et la glande lacrymale et la tolerabilite oculaire de ta formulation lorsque cette formulation est administree par voie 
topique dans les yeux. 

[0019] L'acide hyaluronique est un mucopolysaccharide d'origine biologique, qui est largement repandu dans la 
nature. II est notamment present dans divers tissus animaux comme les cordons ombilicaux, le liquide synovial, I'hu- 
5 meur vitree, les cretes de coq et divers tissus conjonctifs comme la peau et le cartilage. 

[0020] Chimiquement, l'acide hyaluronique est un membre des glycosaminoglycanes et il est constitue par des motifs 
altemes et repetes d'acide D-gfucuronique et de N-acetyl-D-glucosamine, pour former une cha?ne lineaire ayant un 
poids moleculaire allant jusqu'a 13 x 10 6 Daltons. 

[0021] L' utilisation pharmaceutique de l'acide hyaluronique ou d'un sel de celui-ci, notamment le hyaluronate de 

10 sodium, est largement decrite dans la litterature. 

[0022] Puisque l'acide hyaluronique ou un sei de celui-ci est une substance non-immunogene et a des proprietes 
hydrophile et viscoelastique, il est utilise depuis plusieurs annees comme agent de remplacement du fluide vitreux de 
I'oeil ou comme milieu de soutien en chirurgie ophtalmique comme dealt par exemple dans US-A-4.141.973. 
[0023] D'autres applications de l'acide hyaluronique dans le domaine de Pophtalmologie ont egalement ete decrites. 

15 [0024] Ainsi, EP-A-0.698.388 decrit une composition ophtalmique aqueuse comprenant un sel d'acide hyaluronique 
a une concentration de 0,05 a 2 % comme agent augmentant la viscosite pour utilisation en tant que larmes artif icielles. 
[0025] WO-A-89/01 7772 decrit une composition ophtalmique topique a base d'huile contenant une ciclosporine pour 
augmenter ou retablir la secretion de larmes par la glande lacrymale. L'acide hyaluronique est cite dans une liste de 
produits pouvant etre incorpores dans la formulation en tant qu'additifs ou agents actifs additionnels. 

20 [0026] Selon un premier aspect, la presente invention a pour objet une formulation ophtalmique topique a base d'eau 
comprenant une ciclosporine, de l'acide hyaluronique ou un sel de celui-ci et du polysorbate 80. 
[0027] Selon un second aspect, la presente invention a pour objet I'utilisation d'une ciclosporine en association avec 
de l'acide hyaluronique ou un sel de celui-ci et du polysorbate 80 pour la preparation d'une formulation a base d'eau 
destinee a une utilisation ophtalmique topique. 

25 [0028] La presente invention fournit ainsi une formulation ophtalmique sous forme d'une solution aqueuse dans 
laquelle la ciclosporine est solubilisee sous forme micellaire, qui est stable et qui a une bonne biodisponbilrte dans la 
conjonctive, la cornee, la glande lacrymale et I'humeur aqueuse et une tolerabilite oculaire considerablement amelio- 
rees par rapport a une formulation ou la ciclosporine est solubilisee dans une emulsion eau-huile. 
[0029] D'autres avantages de la presente invention apparaitront dans la description detaillee de invention qui suit. 

30 [0030] Dans la presente demande, le terme "ciclosporine'' doit etre compris comme incluant n'importe quel membre 
individuel de la classe des ciclosporines et les melanges de ceux-ci, a moins qu'une ciclosporine particuliere soit 
specifiee. 

[0031] II doit egalement etre note que dans la presente demande, le terme "acide hyaluronique" signifie indifferem- 
ment l'acide hyaluronique sous sa forme acide ou sous la forme d'un de ses sels. 
35 [0032] Conformement a la presente invention, la formulation de la presente invention contient une ciclosporine, de 
l'acide hyaluronique ou un sel de celui-ci, et du polysorbate 80. 

[0033] La formulation selon la presente invention comprend de preference 0,02 a 2 % en poids de ciclosporine, 0,01 
a 2 % en poids d'acide hyaluronique ou d'un sel de celui-ci, et 0,5 a 40 % en poids de polysorbate 80, sur la base du 
poids total de la formulation. 

40 [0034] Les ciclosporines qui peuvent etre contenues dans la formulation de la presente invention peuvent etre sort 
d'origine naturelle, soit d'origine synthetique. 

[0035] Selon une forme d'execution preferee, la ciclosporine contenue dans la formulation est une ciclosporine A. 

[0036] Une ciclosporine A qui peut etre utilisee pour preparer la formulation de la presente invention est par exemple 

une ciclosporine A commerciale provenant de SIGMA en Suisse. 
45 [0037] L'acide hyaluronique contenu dans la formulation peut etre soit sous sa forme acide soit sous la forme d'un 

de ses sels comme un hyaluronate de metal alcalin ou alcalino-terreux, par exemple le hyaluronate de sodium, le 

hyaluronate de potassium, le hyaluronate de magnesium, ie hyaluronate de calcium ou autres. 

[0038] L'acide hyaluronique ou le sel de celui-ci aura de preference un poids moleculaire moyen en poids qui n'est 

pas inferieur a 1 .000.000 Daltons, et plus preferentiellement un poids moleculaire moyen en poids dans la gamme de 
50 1 .300.000 a 3.000.000 Daltons. De preference, le poids moleculaire est d'environ 1 .700.000 Daltons. 

[0039] De preference, l'acide hyaluronique sera sous la forme de hyaluronate de sodium. 

[0040] Le polysorbate 80, denomme egalement Tween 80, est un monooleate de sorbitan polyoxyethylene connu 

pour etre utilise comme tensioactif . 

[0041] Un polysorbate 80 qui peut etre utilise pour preparer la formulation de la presente invention est par exemple 
55 un polysorbate 80 commercial provenant par exemple de SIGMA. 

[0042] Dans une forme d'execution particulierement preferee, la composition comprend 0,2 % en poids de ciclos- 
porine A, 0,1 % en poids d'acide hyaluronique et 5 % en poids de porysorbate 80, sur la base du poids total de la 
formulation. 
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[0043] La formulation de la presente invention peut contenir entre outre des additifs comme le sorbitol qui est utilise 
en tant qu'agent iso-osmotique. L'avantage du sorbitol est qu'il a un volume hydrodynamique plus grand que NaCI, 
par exemple. D'autres additifs possibles sont le mannitoL les polyalcools et les chlorures de sodium et de potassium. 
[0044] Afin que la formulation de la presente invention soit physiologiquement acceptable, celle-ci devrait de prefe- 
rence avoir un pH se situant dans une gamme de 6,5 a 7.5 et une osmolality se situant dans une gamme de 290 a 
310 mOsm/l, mais de preference 300 mOsm/l. 

[0045] La formulation de la presente invention peut etre conditionnee sous forme de monodoses. 
[0046] La formulation topique de la presente invention est administree sous forme de gouttes dans les yeux et elle 
est utile pour augmenter ou retablir la secretion des larmes par la glande lacrymale et egalement pour stimuler ou 
retablir I'activite de la glande lacrymale, notamment chez des patients souffrant de kerato-conjonctivite seche, du 
syndrome des yeux sees, du syndrome de Sjogren, de keratoconjonctivite vernale chronique. et comme prophylaxie 
post-operatoire de chirurgie keratoplastique. 

[0047] Les exemples suivants sont destines a illustrer la presente invention et ses avantages. lis ne doivent en aucun 
cas etre consideres comme limitant I'etendue de la presente invention. 

EXEMPLES 

[0046] Des exemples de formulations conf ormes a la presente invention sont presentes dans le Tableau 1 ci-dessous. 
[0049] La formulation Comp. 1 est une formulation comparative ne comprenant pas de ciclosporine. 



TABLEAU 1 



Formulation 

Constituants 


1 


2 


3 


4 


5 


Comp.1 


Ciclosporine A (%) 


0,02 


0,10 


0,20 


0.50 


2,00 




Hyaluronate de sodium (%) 


0,05 


0,10 


0.10 


0,10 


0,20 


0,10 


Tween 80 (%) 


0,05 


2,50 


5,00 


10.00 


20,00 


5,00 


Na 2 HP0 4 .12H 2 0 (%) 


0,08 


0.08 


0,08 


0.10 


0,15 


0,08 


Sorbitol (%) 


5,46 


5,35 


5,16 


4,70 


3,76 


5,25 


Eau purifiee, q.s. pour: 


100 ml 


100 ml 


100 ml 


100 ml 


100 ml 


100 ml 


PH 


7,0-7,4 


7,0-7,4 


7,0-7,4 


7.0-7,4 


7,3-7,4 


7,0-7,4 


mOsm/l 


295-305 


295-305 


295-305 


295-305 


295-305 


295-305 



[0050] Les formulations 1 a 5 et Comp. 1 ont ete soumises a des tests pour evaluer leur tolerabilite oculaire et les 
formulations 1 a 5 ont ete soumises a un test de stabilite. 

Tolerabilite oculaire des formulations 1-5 et Comp.1 

[0051] devaluation de la tolerabilite locale des formulations 1 a 5 et Comp.1 a ete effectuee sur des lapins albinos 
de Nouvelle-Zelande (6 pour chaque groupe, dont 3 males et 3 femelles) sur lesquels on a procede a 12 instillations 
de 0,1 ml chacune de formulation a tester a des intervalles de 30 minutes dans I'arcade conjonctivale droite. 
[0052] L'etat destissus oculaires a ete evalueconformement autestde Draize (GadS.C. andChengelisC.P, "Ocular 
Irritation Test" dans Acute Toxicology Testing. The Telford Press., Caldewell, New Jersey, USA, pp 51-80). Le test a 
ete effectue 30 minutes apres la derniere instillation. Les releves ont ete effectues par deux observateurs dans I'igno- 
rance totale du traitement avec attribution de points arbitrages pour Petat de la conjonctive (palpebrale et bulbaire), de 
la comee et de I'iris. 

[0053] L'oeil traite a egalement ete soumis au test de la fluoresceine, selon la procedure suivante. Quarante minutes 
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apres la demiere instillation de la formulation a tester, et apres avoir termine letest de Draize, on a instille dans I'oeil 
a trailer une solution contenant 2 % de fluoresceine dans du serum physiologique, et I'exces de fluoresceine a ete 
elimine en lavant I'oeil avec du serum physiologique sterile. Lestissus oculaires ont ensuite ete observes attentivement 
pour evaluer la quantite de fluoresceine qui a ete absorbee. Cette evaluation faite au moyen d'une lampe a fissure a 
5 permis de demontrer la bonne tolerabilite de toutes les formulations, a savoir les formulations 1 a 5 contenant la 
ciclosporine A la formulation Comp.1 ne contenant pas de ciclosporine A. 

[0054] Au test de Draize, la cornee et I'iris ont toujours presente un aspect normal. La conjonctive s'est revelee 
normale avec absence d'oedeme ou de secretion, excepte que dans chacun des trois groupes de lapins traite avec 
les formulations 3, 4 et 5 contenant respectivement 0,20 % ; 0,5 % et 2 % de ciclosporine A, 2 des 6 yeux traites 
io presentment une hyperemie des vaisseaux dans la zone centrale, qui correspond selon le test devaluation a une 
tolerabilite encore meilleure. 

[0055] Au test de la fluoresceine, il n'y avait aucune difference entre les diverses formulations; aucun des yeux traites 
n'a absorbe la fluoresceine. 

15 Stabilite des formulations 1 a 5 de la presente invention 

[0056] Toutes les formulations se sont revelees stables a temperature ambiante, et dans aucune des formulations 
1 a 5, il ne s'est produit une precipitation de la ciclosporine A dans les 12 mois qui ont suivi la preparation de la 
formulation. 

20 [0057] La Formulation 3 de la presente invention a ensuite ete comparee avec une emulsion de type huile-eau pour 
ce qui concerne la biodisponibitite de la ciclosporine A dans les tissus oculaires et la tolerabilite oculaire. 

Comparaison entre la Formulation 3 de la presente invention et une emulsion de type huile-eau. 

25 [0058] La Formulation 3 de la presente invention a ete comparee avec une emulsion huile-eau denommee CYCLOIL, 
une formulation selon la demande de brevet WO-A-95/31 21 1 , pour ce qui concerne la tolerabilite oculaire et la biodis- 
ponibiiite de la ciclosporine A dans les tissus oculaires. 

[0059] La composition de ces deux formulations est resumee dans le Tableau 2 suivant. 



TABLEAU 2 



Formulation 

Constituants 


3 


CYCLOIL 


Ciclosporine A (%) 


0,20 


• 0.20 


Hyaluronate de sodium (%) 


0,10 




Huile de ricin (%) 




1.25 


Tween 80 (%) 


5,00 


1,00 


Glycerine (%) 




2,00 


Pemulen®TR-2(%) 




0,05 


Na 2 HP0 4 .12H 2 0 (%) 


0,08 




Sorbitol (%) 


5,16 




Eau purifiee. q.s. pour 


100 ml 


100 ml 


pH 


7,0-7,4 


7,0-7,4 


mOsm/l 


295-305 


290-310 
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BiodisponibilitS ocutaire 

[0080] Dans cette experience, il a ete determine les concentrations de la ciciosporine A dans la conjonctive, la cornee, 
I'humeur aqueuse et la glande lacrymale apres administration topique des deux formulations, a savoir la Formulation 

5 3 de la presente invention et le CYCLOIL. 

[0061] Les tests ont ete realises sur des lapins males albinos de Nouvelle-Zelande. Les lapins ont ete divises en 
deux groupes de 15 lapins et ont etetraites dans les deux yeux avec 50 u.l par oeil, avec les deux formulations a tester. 
Des prelevements de conjonctive, de comee, d'humeur aqueuse et de glande lacrymale ont ete effectues a la 1* re , 
3 eme f 6 eme 12 eme et 2 4*me heure apr £ s finstiflation, sur trois lapins a chaque fois pour les deux groupes apres avoir 

10 sacrrfie les animaux. Les yeux ont ete enuclees, laves avec une solution physiologique avant d'etre soumis a un pre- 
levement de I'humeur aqueuse (~ 400 de la cornee (~ 120 mg), de la conjonctive (- 120 mg) et de la glande 
lacrymale (~ 800 mg). 

[0062] La determination quantitative de la ciciosporine A a ete realisee par HPLC en phase inverse avec elution 
isocratique et detection par spectroscopic UV. Le chromatographe etait de marque Varian et les conditions de la enro- 
ls matographie etait les suivantes : 

- colonne : C 1 8,60 x 4,6mm, 3ujn (Alltech) 

- phase mobile : Acetonitrile/isopropanol/H 2 0 (66/2/32) 

- Vitesse du flux : 0,7 ml/min 

20 - temperature de la colonne : 72°C 

- revelation : UV 205 nm (0,1 -0,002 AUFS) 

- volume d'injection : 25-50 u.1 
temps de retention : 9,1 min 

25 [0063] Les echantillons soumis a la chromatographie ont ete prepares comme suit : 
Humeur aqueuse 

[0064] A 300 uJ d'humeur aqueuse, il a ete ajoute 150 uJ d'acetonitrile et la solution ainsi obtenue a ete passee au 
30 vortex pendant environ 1 minute puis ensuite centrifugee pendant 3 minutes a 3000 g. Le surnageant a ete transfere 
dans un flacon, traite avec 15 mg de ZnS0 4 et 15 mg de CdS0 4 et passe au vortex pendant 1 minute et centrifuge 
pendant 2 minutes a 2000 g. La phase organique a ete filtree sur 0,45 nm et 50-75 uJ ont ete injectes dans la colonne. 

Comee, conjonctive et glande lacrymale 



[0065] Les tissus ont ete peses exactement, homogeneises a froid avec du methanol (~ 1 ,0 ml), centrifuges a 3000 
g pendant 15 minutes, le surnageant a ete repris avec du methanol (~ 1 ml) et seche sous vide a environ 40°C, le 
residu a ete repris avec de Pacetonitriie (150 uJ) traite avec du (NH 4 ) 2 S0 4 anhydre.. passe au vortex pendant 1 minute 
et centrifuge pendant 2 minutes a 2000 g. La phase organique a ete filtree sur 0,45 u.m et 50-75 u.l ont ete injectes 
40 dans la colonne. 

Methode analytique 

[0066] Les concentrations de ciciosporine A dans la conjonctive, la cornee, la glande lacrymale et I'humeur aqueuse 
45 des lapins sont presentees sur les Tableaux 3 a 6. 

Concentrations de ciciosporine A dans la conjonctive 

[0067] Le Tableau 3 suivant montre les concentrations (ng/g) de cyclosporine A dans la conjonctive des lapins traites 
50 avec la Formulation 3 de la presente invention et avec le CYCLOIL apres 1 , 3, 6, 12 et 24 heures a partir de Pinstillation 
de 50 uJ dans le sac conjonctival des deux yeux. 



35 



TABLEAU 3 



55 



Formulation 3 (invention) 



CYCLOIL (comparatif) 



concentration 1 heure apres I'instiilation (ng/g) 



1170 ±170 



820 ±155 



concentration 3 heures apres I'instiilation (ng/g) 



900 ±215 



713±187 
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TABLEAU 3 (suite) 





Formulation 3 (invention) 


CYCLOIL (comparatif) 


concentration 6 heures apres I'instillation (ng/g) 


616±102 


370 ±78 


concentration 12 heures apres I'instillation (ng/g) 


502 ±95 


250 ± 70 


concentration 24 heures apres I'instillation (ng/g) 


198 ±40 


75 ±25 


AUCo_ 24 {ng.g-i.h-i) 


12483 ±234 


7378 ±1891 


C ma x<n9/g) 


1170 ±170 


820 ±155 


T max (heures) 


1 


1 



[0068] Comme on peut le voir dans le Tableau 3 ci-dessus, la Formulation 3 de la presente invention garanti une 
15 meiileure biodisponibilite de la ciclosporine au niveau de la conjonctive a tous les moments auxquels les prelevements 
ont ete effectues par rapport a la formulation CYCLOIL. 

[0069J La concentration maximum se trouve a la premiere heure : meme si Ton suppose que dans la conjonctive les 
concentrations les plus elevees de ciclosporine en absolu se trouveraient juste apres I'instillation. 
[0070) La Formulation 3 de la presente invention a base d'eau garanti pour tous les prelevements des concentrations 
20 en ciclosporine A toujours plus elevees par rapport a I'emuision huile-eau CYCLOIL. 

[0071] Les AUC (Area Under the Curve) sont respectivement de 12483 ± 234 ng-g-Lfv 1 pour la Formulation 3 de la 
presente invention et de 7378 ± 1891 ng-g- 1 .h' 1 pour I'emuision huile-eau CYCLOIL. 
[0072] La meme chose se produit au niveau de la comee. 



25 Concentrations de ciclosporine A dans la cornee 

[0073] Le Tableau 4 montre les concentrations (ng/g) de cyclosporine A dans la cornee des lapins traites avec la 
Formulation 3 de la presente invention et avec le CYCLOIL a base d'huile apres 1 , 3, 6, 1 2 et 24 heure apres ['instillation 
de 50 u.l dans le sac conjonctival des deux yeux. 

30 

TABLEAU 4 





Formulation 3 (invention) 


CYCLOIL (comparatif) 


concentration 1 heure apres I'instillation 


2995 ± 750 


2070 ±1115 


concentration 3 heures apres I'instillation 


3350 ±920 


1991 ±630 


concentration 6 heures apres I'instillation 


2520 ±870 


2420 ±870 


concentration 12 heures apres I'instillation 


2228 ±490 


1825 ±690 


concentration 24 heures apres I'instillation 


1590 ±220 


450 ±190 


AUCo. 24 (ng.g-Lh-1) 


53800 ±13070 


38097 ±1397 


c max (ng/g) 


3350 ±920 


2420 ± 870 


Tmax (heures) 


3 


6 



[0074] Comme on peut le voir dans le Tableau 4 ci-dessus s la concentration maximum du medicament s'obtient a la 
troisieme heure pour la Formulation 3 de la presente invention (3350 ±920 ng/g) et a la 6* me heure pour le CYCLOIL 
(2420 ± 870 ng/g). 

[0075] La Formulation 3 de la presente invention a base cfeau garantit pour tous les prelevements des concentrations 
en ciclosporine A toujours plus elevees par rapport a I'emuision huile-eau CYCLOIL. 

Concentrations de ciclosporine A dans la glande lacrymale 

[0076] Le Tableau 5 montre les concentrations (ng/g) de cyclosporine A dans la glande lacrymale des lapins traites 
avec la Formulation 3 de la presente invention et avec le CYCLOIL a base d'huile apres 1 , 3, 6, 1 2 et 24 heures apres 
I'instillation de 50 u.1 dans le sac conjonctival des deux yeux. 
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TABLEAU 5 





Formulation 3 (invention) 


CYCLOIL (comparatif) 


concentration 1 heure apres I'instillation (ng/g) 


88 ±29 


22 ±10 


concentration 3 heures apres I'instillation (ng/g) 


149 ±45 


42±16 


concentration 6 heures apres I'instillation (ng/g) 


135 ±33 


53 ±18 


concentration 12 heures apres I'instillation (ng/g) 


54±22 


21 ±10 


concentration 24 heures apres I'instillation (ng/g) 


38 ±19 


17±10 


AUCq.24 (ng.g-i.h-i) 


1826 ±616 


668 ± 286 


O max (ng/g) 


149 ±45 


53 ±18 


T max (heures) 


3 


6 



[0077] La Formulation 3 de la presente invention a base d'eau presente une concentration maximale de ciclosporine 
A a la 3 6 me heure (149 ± 45 ng/g) alors que le CYCLOIL presente une concentration maximale de la ciclosporine de 
53 ± 1 6 ng/g a la 6 dme heure. 

20 [0078] Comme prevu, les concentrations de ciclosporine A dans la glande lacrymale qui ont ete reportees sur le 
Tableau 5 sont nettement plus faibles que celles obtenues dans la conjonctive et dans la cornee, mais elies sont 
toujours superieures a la limite de sensibilite de la methode (15 ng/g). 

[0079] Comme on peut le voirci-dessus, la biodisponibilite de la Formulation 3 de la presente invention est beaucoup 
plus elevee que celle du CYCLOIL et de plus, la ciclosporine A est encore presente 24 heures apres I'instillation bien 
25 qu'a des concentrations plus faibles, mais mesurables. Le rapport AUC AN . 0 2 3 /AUC cydO j, ! qui represente le rapport entre 
les biodisponibilite, est d'environ 3. 



Concentrations de ciclosporine A dans I'humeur aqueuse 



30 [0080] Le Tableau 6 montre les concentrations (ng/g) de cicJosporine A dans I'humeur aqueuse des lapins traites 
avec la Formulation 3 de la presente invention et avec le CYCLOIL a base d'huile apres 1 , 3, 6, 12 et 24 heure apres 
I'instillation de 50 \i\ dans le sac conjonctival des deux yeux. 



TABLEAU 6 





Formulation 3 (invention) 


CYCLOIL (comparatif) 


concentration 1 heure apres I'instillation (ng/g) 


40 ±12 


12±13 


concentration 3 heures apres I'instillation (ng/g) 


41 ±14 


18±7 


concentration 6 heures apres I'instillation (ng/g) 


31 ±8 


22 ±11 


concentration 12 heures apres I'instillation (ng/g) 


27±9 


16±4 


concentration 24 heures apres I'instillation (ng/g) 


16±5 


14±2 


AUCq.24 (ng.g-Lh-1) 


641 ±14 


390±119 


Cmaxfng/g) 


41 ±14 


22 ±11 


(heures) 


3 


6 



[0081] La concentration maximale de ciclosporine instillee en formulation aqueuse (Formulation 3 de la presente 
so invention) s'est revelee a la 3*™ heure (44± 14 ng/ml) alors que pour I'emulsion a base d'huile CYCLOIL, le maximum 
s'est revele a la 6* m * heure (22 ± 1 1 ng/ml) 

[0082] Les concentrations de ciclosporine A dans I'humeur aqueuse des lapins qui on ete traites par instillation de 
50 u.l avec les deux formulations testees se sont revelees relativement basses par rapport aux deux tissus qui cons- 
tituent la superficie oculaire (cornee et conjonctive). Cependant, pour I'humeur aqueuse comme pour les autres tissus 
55 oculaires, la biodisponibilite de la ciclosporine administree en formulation aqueuse etait plus elevee que celle instillee 
en emulsion eau-huile. 
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Evaluation de la tolerabilite 

[0083] La tolerabilite de la Formulation 3 de la presente invention et du CYCLOIL a ete evaluee conformement au 
test de Draize modifie decrit precedemment. 
5 [0084] Deux groupes de 6 animaux, comprenant 3 males et 3 femelles lapins albinos de Nouvelle-Zelande, ont ete 
traites dans I'oeil droit en realisant 12 instillations de 0,1 ml des deux preparations a tester, pendant 6 heures a des 
interval les de 30 minutes Tune de I'autre. 

[0085] Le test de Draize pour evaluer la tolerabilite a ete realise 30 minutes apres la derniere instillation. Apres ce 
test , 40 minutes apres la demiere instillation, le test de la fluoresceine a ete effectue. Les resultat de ces deux tests 
1 o sont repo rtes dans les Tableaux 7 et 8. 

[0086] Dans le Tableau 7 suivant, il a ete reporte, conformement au test de Draize, le degre de rougeoiement de la 
conjonctive des lapins traites avec la Formulation 3 de la presente invention et avec le CYCLOIL par instillation dans 
I'oeil droit. Le rougeoiement a ete evalue seion une echelle arbitraire. Le traitement a ete effectue 12 fois a des inter- 
vals de 30 minutes, devaluation a ete faite 30 minutes apres la demiere instillation. 

15 



TABLEAU 7 



30 



No. de lapin 


Sexe 


Formulation 


Degre de rougeoiement de la conjonctive 


1 


M 


3 


0 


2 


M 


3 


1 


3 


M 


3 


1 


4 


F 


3 


0 


5 


F 


3 


0 


6 


F 


3 


0 


Moyenne 






0,33 ±0,52 


Incidence 






2/6 


7 


M 


CYCLOIL 


1 


8 


M 


CYCLOIL 


1 


9 


M 


CYCLOIL 


2 


10 


F 


CYCLOIL 


1 


11 


F 


CYCLOIL 


1 


12 


F 


CYCLOIL 


0 


Moyenne 






1,00 ±0,63 


Incidence 






5/6 



[0087] Comme on peut le voir, la Formulation 3 de la presente invention a donne seulement 2 cas sur 6 de rougeoie- 
40 ment, avec une certaine hyperemie dans la zone centrale, alors que le CYCLOIL a base d'huile montrait une incidence 
de 5 lapins sur 6. Avec le CYCLOIL, le degre de rougeoiement pour 4 lapins etait faible mais 1 heure apres la derniere 
instillation, un lapin presentait une hyperemie diffuse de couleur rouge cramoisi ou les vaisseaux individuels etaient 
difficile a distinguer. 

[0088] Aucun des lapins traites n'a presente un oedeme ou une secretion superieure a la normale au niveau de la 
45 conjonctive. 

[0089] Dans le Tableau 8 suivant, it a ete reporte le degre d'hyperemie de I'iris des lapins traites avec la Formulation 
3 de la presente invention et avec le CYCLOIL par instillation dans I'oeil droit. L'hyperemie iridienne a ete evalue au 
moyen d'une echelle arbitraire. Le traitement a ete effectue 12 fois a des intervalles de 30 minutes, devaluation a ete 
effectuee 30 minutes apres la derniere instillation. 

50 



TABLEAU 8 



No. de lapin 


Sexe 


Formulation 


Degre d'hyperemie de I'iris 


1 


M 


3 


0 


2 


M 


3 


0 


3 


M 


3 


1 


4 


F 


3 


0 
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TABLEAU 8 ( 


suite) 


No. de lapin 


Sexe 


Formulation 


Degre d'hyperemie de I'iris 


5 


F 


3 


0 


6 


F 


3 


0 


ivivjy til lilt; 






0,1 7 ±0,41 


In^iHonro 
INUIUcilvsC 






1/6 


7 


M 


CYCLOIL 


0 


8 


M 


CYCLOIL 


1 


9 


M 


CYCLOIL 


1 


10 


F 


CYCLOIL 


0 


11 


F 


CYCLOIL 


1 


12 


F 


CYCLOIL 


0 


Moyenne 






0,50 ± 0,55 


Incidence 






3/6 



[0090] Seulement un lapin du groupe traite avec la Formulation 3 de la presente invention a presente une hyperemie 
minimale a charge des vaisseaux secondares de I'iris, et non des vaisseaux tertiaires. 

[0091] L'incidence de ce type d'hyperemie, tres legere, a ete de 3 sur 6 dans le groupe traite avec le CYCLOIL. 
[0092] Sur le Tableau 9 ci-apres : il a §te reporte le degre d'opacite comeenne des lapins traites avec la Formulation 
3 selon {'invention et avec le CYCLOIL instilles dans I'oei! droit. L'opacite a ete evaluee selon une echeile arbitraire. 
Le traitement a ete effectue 12 fois a des intervalles de 30 minutes, devaluation a ete effectuee 30 minutes apres la 
derniere instillation. 



TABLEAU 9 



No. de lapin 


Sexe 


Formulation 


Degre d'opacite comeenne 


1 


M 


3 


0 


2 


M 


3 


0 


3 


M 


3 


0 


4 


F 


3 


0 


5 


F 


3 


0 


6 


F 


3 


0 


Moyenne 






0 


Incidence 






0/6 


7 


M 


CYCLOIL 


0 


8 


M 


CYCLOIL 


0 


9 


M 


CYCLOIL 


1 


10 


F 


CYCLOIL 


0 


11 


F 


CYCLOIL 


0 


12 


F 


CYCLOIL 


0 


Moyenne 






0,17 ±0,41 


Incidence 






1/6 



[0093] Seulement un lapin du groupe traite avec le CYCLOIL a presente une zone d'opacite comeenne dispersee, 
qui permettait cependant toujours une bonne visibilite de I'iris. 

[0094] Dans le Tableau 1 0 ci-apres, on a report^ le degre d'absorption de la fluoresceine dans r epithelium corneen 
des lapins traites avec la Formulation 3 selon I'invention et avec le CYCLOIL instilles dans I'oeil droit. L'absorption a 
ete evaluee selon une echeile arbitraire. Le traitement a ete effectue 12 fois a des intervalles de 30 minutes, devaluation 
a ete effectuee 40 minutes apres la derniere instillation. 
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TABLEAU 10 



No. de lapin 


Sexe 


Formulation 


Degre d'absorption de la fluoresceine 


1 


M 


3 


0 


2 


M 


3 


1 


3 


M 


3 


0 


4 


F 


3 


0 


5 


F 


3 


1 


6 


F 


3 


0 


Moyenne 






0,33 ±0,52 


Incidence 






2/6 


7 


M 


CYCLOIL 


0 


8 


M 


CYCLOIL 


1 


9 


M 


CYCLOIL 


2 


10 


F 


CYCLOIL 


1 


11 


F 


CYCLOIL 


0 


12 


F 


CYCLOIL 


0 


Moyenne 






0,67 ±0,82 


Incidence 






3/6 



25 [0095] Comme on peut le voir ci-dessus, la Formulation 3 de la presente invention s'est egalement revelee mieux 
toleree au test de la fluoresceine. En fait, 3 cornees du groupe traite avec le CYCLOIL avaient absorbe la fluoresceine 
et une de celle-ci, celle du lapin No. 9, a montre la presence de points fluorescents accentues, meme si les structures 
des divers tissus se revelaient quand meme distinguables, quoique qu'avec une perte de details lorsqu'un eclairage 
approprie etait utilise. 

30 [0096] Seuls 2 des six lapins traites avec la Formulation 3 de la presente invention montraient de rares petits points 
fluorescents avec aucune coloration visible autour du bord pupillaire exteme. 

[0097] Les resultats ci-dessus demontrent ainsi clairement que la formulation aqueuse selon la presente invention 
s'est revelee non seulement mieux toleree mais egalement plus biodisponible qu'une emulsion hui!e-eau a base d'huile 
de ricin, de Tween 80 (polysorbate 80), de glycerine et de Pemulen®TR-2 (CYCLOIL). 

35 



45 



Revendlcations 

1. Formulation ophtalmique topique sous forme de solution aqueuse comprenant une ciclosporine, de facide hyatu- 
ronique ou un sel de celui-ci, et du polysorbate 80. 

2. Formulation selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle comprend 0,02 a 2 % en poids de ciclosporine, 
0,01 a 2 % en poids d'acide hyaluronique ou d'un sel de celui-ci, et 0,5 a 40 % en poids de polysorbate 80, sur la 
base du poids total de la formulation. 

3. Formulation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la ciclosporine est une ciclosporine A. 

4. Formulation selon Tune quelconque des revendlcations 1 a 3, caracterisee en ce que Pacide hyaluronique ou le 
sel de celui-ci a un poids moleculatre moyen en poids qui n'est pas inferieur a 1 .300.000 Daltons. 

5. Formulation selon la revendication 4, caracterisee en ce que I'acide hyaluronique ou le sel de celui-ci a un poids 
moleculaire moyen en poids se situant dans la gamme de 1.300.000 a 3.000.000 Daltons. 

6. Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee ce que I'acide hyaluronique est sous 
la forme de hyaluronate de metal alcalin ou alcalino-terreux. 

7. Formulation selon la revendication 6 .caracterisee en ce que Tacide hyaluronique est sous la formede hyaluronate 
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de sodium. 

8. Formulation selon Tune quelconque des revendications 2 a 7, caracterisee en ce qu'eile comprend 0,2 % en 
poids de ciclosporine A, 0,1 % en poids d'acide hyaluronique ou d'un sel de celui-ci et 5 % en poids de polysorbate 

5 80, sur la base du poids total de la formulation. 

9. Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'eile comprend en outre des 
additifs. 

10 10. Utilisation d'une cyclosporine en association avec de I'acide hyaluronique ou un sel de celui-ci et du polysorbate 
80 pour la preparation d'une formulation sous forme de solution aqueuse destinee a une utilisation ophtalmique 
topique. 

11. Utilisation selon la revendication 1 0 } dans laquelle la formulation comprend 0,02 a 2 % en poids de ciclosporine, 
15 0,01 a 2 % en poids d'acide hyaluronique ou d'un sel de celui-ci, et 0,5 a 40 % en poids de polysorbate 80, sur la 

base du poids total de la formulation. 

12. Utilisation selon la revendication 1 0 ou 11, caracterisee en ce que la ciclosporine est une ciclosporine A. 

20 13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 0 a 12, caracterisee en ce que I'acide hyaluronique ou le 
sel de celui-ci a un poids moleculaire moyen en poids qui n'est pas inferieur a 1 .300.000 Daltons. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que I'acide hyaluronique ou le sel de celui-ci a un poids 
moleculaire moyen en poids se situant dans la gamme de 1 .300.000 a 3.000.000 Daltons. 

25 

15. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 10 a 14, caracterisee ce que I'acide hyaluronique est sous 
la forme de hyaluronate de metal alcalin ou alcalino-terreux. 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ceque I'acide hyaluronique est sous la forme de hyaluronate 
30 de sodium. 

17. Utilisation selon Pune quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que la formulation est destinee 
au traitement d'une kerato-conjonctivite seche (KCS). 

35 18. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que ia formulation est destinee 
au traitement du syndrome de Sjogren. 

19. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que la formulation est destinee 
au traitement du syndrome des yeux sees. 

40 

20. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que la formulation est destinee 
au traitement de la kerato-conjonctivite vernale chronique. 

21. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que ia formulation est destinee 
45 a Putilisation en tant que prophylaxie post-operatoire de chirurgie keratoplastique. 



50 
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